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Resumo
A diabetes Mellitus (DM) é uma doença metabólica que se caracteriza por hiperglicemia 
decorrente de alterações na secreção e/ou na ação da insulina. A hiperglicemia crônica 
compromete o metabolismo, a estrutura e o reparo ósseo. O presente estudo avaliou os 
efeitos da Oxigenação Hiperbárica (OH) no reparo ósseo e na quantidade de mastócitos 
em lesão de fêmur em ratos diabéticos. Trinta e dois animais foram divididos em quatro 
grupos (n=8): Controle (C); Controle + OH (CH); Diabetes (D) e Diabetes + OH (DH). Nos 
animais do grupo D e DH foi induzido DM por injeção intravenosa de estreptozotocina. 
Trinta dias depois, foram realizados defeitos ósseos nos fêmures e os grupos CH e DH 
foram submetidos diariamente à OH. Após 7 dias, os animais foram sacrificados, os 
fêmures removidos, desmineralizados e processados para inclusão em parafina. Os 
cortes histológicos obtidos foram corados em Hematoxilina e Eosina (HE), Tricrômico de 
Mallory (TM) e azul de toluidina (AT). Em HE, utilizando uma grade de 144 pontos, foi 
quantificado, em porcentagem: matriz óssea, coágulo, tecido de granulação e vasos 
sanguíneos. Em TM, utilizando imagens binárias, foi quantificada a porcentagem total de 
matriz óssea neoformada. E, os mastócitos foram quantificados nos cortes em AT. A 
Análise histológica mostrou de forma geral que o grupo D apresentou mais coágulo e 
tecido de granulação; menos vasos sanguíneos e matriz óssea em relação aos outros 
grupos. Os grupos com OH (CH e DH) apresentaram menos coágulo e tecido de 
granulação; mais vasos sanguíneos e matriz óssea quando comparados aos grupos sem 
OH. Em relação à quantidade de mastócitos, o grupo CH apresentou maior quantidade 
dessas células que os demais grupos. Este estudo mostrou que a oxigenação hiperbárica 
melhora o reparo ósseo em animais diabéticos e aumenta a quantidade de mastócitos 
em animais normoglicêmicos.
Palavras-chave: Reparo ósseo; Diabetes mellitus; Oxigenação hiperbárica; Mastócitos.
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Abstract
Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disease characterized by hyperglycemia due to 
changes in insulin secretion and / or action. Chronic hyperglycemia compromises bone 
metabolism, structure, and repair. The present study evaluated the effects of Hyperbaric 
Oxygen therapy (HO) in bone repair and in the mast cells amount in diabetic rats femur. 
Thirty-two animals were divided into four groups (n=8): Control (C); Control + HO (CH); 
Diabetes (D) and Diabetes + HO (DH). In D and DH groups, DM was induced by 
intravenous injection of streptozotocin. Thirty days later, it was performed bone defect in 
the femurs and the CH and DH groups were submitted to HO daily. After 7 days, the 
animals were sacrificed, the femurs were removed, demineralized and paraffin 
embedded. The histological sections obtained were stained in Hematoxylin and Eosin 
(HE), Mallory's Trichrome (TM) and toluidine blue (AT). At HE, it were used 144 points 
grid to quantify (percentage): bone matrix, blood clot, granulation tissue and blood 
vessels. At TM, it was quantified the total bone matrix neoformed percentage, using 
binary images. The mast cells were quantified at AT stain. Histological analysis showed 
in the D group more blood clot and granulation tissue; and less blood vessels and bone 
matrix compared to the other groups. The OH groups (CH and DH) showed less blood 
clot and granulation tissue; and more blood vessels and bone matrix when compared to 
groups without OH. The CH group showed more mast cells than the other groups.This 
study showed that hyperbaric oxygen therapy improves bone repair in diabetic animals 
and increases the mast cells amount in normoglycemic animals.
Keywords: Bone repair; Diabetes mellitus; Hyperbaric oxygen therapy; Mast cells.
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I.Introdução
O metabolismo e o reparo ósseo são comprometidos em indivíduos com diabetes 
Mellitus (DM). A DM é uma doença metabólica que se caracteriza pelo quadro de 
hiperglicemia decorrente de alterações na secreção e/ou na ação da insulina. A doença 
pode ser classificada de diversas formas, porém a maioria dos casos são DM tipo 1 e 
DM tipo 2, sendo a maior prevalência de DM tipo 2 (Ada, 2010). O diabetes mellitus tipo 
1 é caracterizado como uma doença auto-imune causada por danos para as células b 
pancreáticas produtoras de insulina com ou sem tecido funcional residual. São muitas as 
causas do diabetes tipo 1, incluindo Infecção viral, efeitos de drogas e auto-imunes. 
Esses fatores levam à apoptose das células B e uma falta absoluta de insulina no soro, 
que causa glicemia elevada (Wang et al., 2017).
Estudos recentes relatam que tanto a DM tipo 1 e 2 estão associadas a aumento 
do risco de fratura óssea (Graves et al., 2011. Os fatores relacionados à esse aumento 
são hiperglicemia, alterações vasculares (Strotmeyer et al, 2007) diminuição significativa 
da densidade mineral óssea, dos níveis de osteolcalcina sérica e da resistência 
biomecânica (Khazai et al., 2009). Estudos de reparo de fraturas em ratos realizados por 
Follak (2003) demonstraram que o prejuízo da DM foi bem mais severo em ratos 
diabéticos mal compensados.
O tecido ósseo quando lesado desencadeia um processo denominado de reparo 
ou reparação óssea, que consiste em três fases: fase inflamatória, fase reparadora e 
fase de remodelação. A fase inflamatória é caracterizada pela formação de um coágulo 
sanguíneo que envolve as superfícies ósseas no local da lesão, estendendo-se pelo 
periósteo e cavidades medulares próximas, acompanhadas de edema mais ou menos 
intenso. Instala-se, assim, um processo inflamatório agudo com grande mobilização de 
neutrófilos e macrófagos provocado pela liberação de substâncias quimiotáticas. 
Imediatamente após, inicia-se a fase reparadora com o aparecimento de um grande 
número de fibroblastos produtores de colágeno tipo III responsáveis pela formação de 
um tecido fibroso, no qual as fibras colágenas envolvem a região lesionada. À medida 
que a ação dos macrófagos prossegue, uma nova rede capilar é formada oriunda das 
células endoteliais remanescentes dos vasos rompidos e das células mesenquimais 
indiferenciadas, as quais invadem a região do coágulo, juntamente com fibroblastos e
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osteoblastos, para formar, rapidamente, um novo tecido ósseo no local, por um processo 
de ossificação intramembranosa ou endoconjuntiva, resultando em um osso imaturo.. Na 
fase remodeladora, processos de reabsorção e neoformação ocorrem até que a região 
lesionada retorne as características morfológicas, biomecânicas e funcionais que 
possuíam antes da lesão (Pospisilová, 1982).
Em diabéticos, a fase inflamamatória do reparo ósseo é mais prolongada, a qual 
é indicada como responsável pelo retardo no processo de reparo tecidual em diabéticos 
(Al-Watban et al., 2006). Há evidências de que o nível de controle glicêmico está 
associado com a saúde óssea. Um déficit de osteoblastos é um fator importante para a 
osteopenia em diabéticos mal compensados. A hiperglicemia prejudica a função dos 
osteoblastos, além disso, um deficiente controle glicêmico, também afeta a resposta de 
osteoclastos, prejudicando então, o reparo ósseo (Antonopoulou et al.,2013).
Na fase inflamatória da reparação óssea, ocorre secreção do fator de necrose 
tumoral-a (TNF-a) e de interleucinas (IL), que estimulam osteoblastos a produzir o Fator 
estimulador de colônia (M-CSF). Esse último irá atuar na medula óssea, estimulando a 
proliferação de células precursoras de osteoblastos. (Gerstenfeld et al, 2003b). Os 
mastócitos, células que participam ativamente do processo inflamatório, contêm as 
proteases triptase e quinase , bem como várias citocinas e quimiocinas que contribuem 
para a inflamação e reparação tecidual, como TNF-a, a prostaglandina (PG), leucotrieno 
(LT), monócito proteína quimioatractante (MCP), macrófago proteína inflamatória (MIP) 
e as interleucinas (ILs) (Ramirez-GarciaLuna JL et al., 2017).
Os mastócitos promovem a reparação óssea, possivelmente recrutando células 
endoteliais durante a fase inflamatória e coordenando células anabólicas e catabólicas 
durante a remodelação tecidual. Em conjunto, os dados indicam que os mastócitos têm 
um impacto positivo na reparação óssea (Ramirez-GarciaLuna JL et al., 2017). 
Pesquisas mostraram que o processo de reparo acontece na presença ou ausência dos 
mastócitos, porém, em sua ausência o reparo é mais lento e de pior qualidade (Behrends 
et al., 2014). Os mastócitos participam em três fases da reparação de feridas: na reação 
inflamatória, na angiogênese e na reabsorção de matriz extracelular (Babaei et al., 2016). 
Em ratos diabéticos com deficiência mastociária observa-se hiperglicemia acelerada e 
redução de expressão de IL-10, TGF-p, e IL-6, no tecido pancreático (Carlos et al., 2015).
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Pensando em formas de melhorar e acelerar o processo de reparo ósseo, uma 
das terapias coadjuvantes sugerida é a oxigenação hiperbárica (OH). Ela consiste na 
oferta de oxigênio puro (100%) em ambiente pressurizado a nível acima da pressão 
atmosférica, sendo normalmente de duas a três atmosferas a mais, procedimento 
realizado no interior de câmera hiperbárica. A OH é indicada para tratamento de feridas 
de difícil cicatrização, infecções graves, danos causados por irradiação e feridas 
hipóxicas, como úlceras diabéticas (Jan et al.,2009; Rodrigues & Marra, 2004).
Estudos relataram que a OH aumenta a quantidade de oxigênio dissolvido no 
sangue e promove a angiogênese no tecido lesado, aumentando então a quantidade de 
oxigênio e de nutrientes entregue ao ferimento, o que acelera o processo de reparo (Jan 
et al.,2009). Outros estudos demonstram que a OH aumenta a taxa de aposição mineral 
óssea e interfere positivamente na reabsorção do calo ósseo e na consolidação da 
fratura, acelerando o processo de remodelação óssea nessa situação (Kawada et al., 
2013). Também, a OH contribui para uma maior quantidade de formação óssea e menor 
formação de tecido fibroso (Jan et al, 2009).
Em diabéticos, a OH reduz a hiperglicemia. A redução do nível de açúcar no 
sangue foi correlacionado à redução na percentagem de lesão nas células p no 
pâncreas. Acredita-se que a OH possa ter efeito regenerador nas células p, pois seu 
efeito é mantido em longo prazo (Prabowo et al., 2014). A OH é capaz de neutralizar os 
efeitos da hiperglicêmia e isquemia, e o atraso no reparo de feridas em animais 
diabéticos, acelerando significativamente o processo de reparação. Acredita-se que em 
ambientes de isquemia e hiperglicemia ocorra redução na deposição de colágeno nos 
estágios iniciais de reparo, e que a OH neutraliza esse efeito (André-Lévigne et al., 2016). 
Assim, o presente estudo partiu da hipótese de que a oxigenoterapia hiperbárica melhora 
o reparo ósseo em ratos diabéticos.
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2.Objetivos
2.1. Objetivo Geral
Avaliar o efeito da oxigenação hiperbárica nos eventos biológicos do reparo 
ósseo, em fêmures de ratos diabéticos.
2.2. Objetivos Específicos
- quantificar coágulo, tecido de granulação, vasos sanguíneos e matriz óssea na 
área da lesão, por meio de análise histomofométrica em cortes corados em hematoxilina 
e eosina, utilizando grade de 144 pontos.
- quantificar a porcentagem de matriz óssea total neoformada na área da lesão, 
por meio de análise histomofométrica em cortes corados em tricrômico de Mallory, 
utilizando imagens binárias.
- quantificar mastócitos na área da lesão, por meio de análise histomofométrica 
em cortes corados em azul de toluidina.
3.Metodologia
3.1. Delineamento experimental
Neste estudo foram utilizados 32 ratos machos Ratthus norvegicus, da linhagem 
Wistar, clinicamente sadios com peso entre 200 e 250g (cerca de 8 semanas), mantidos 
em depositário de animais em estantes, com ração e água ad libitum. Todos os 
procedimentos foram realizados de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de 
Experimentação Animal (COBEA). O projeto foi aprovado pelo Comitê de ética na 
utilização de animais CEUA-UFU (N°026/14).
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Os animais foram divididos em quatro grupo de acordo com o quadro abaixo
Condição experimental (Grupos: n=08) Descrição
Controle (C) Animais saudáveis
Controle + Hiberbárica (CH) Animais saudáveis, submetidos à 
oxigenação hiperbárica
Diabético (D) Animais diabéticos
Diabético + Hiberbárica (DH) Animais diabéticos, submetidos à 
oxigenação hiperbárica
Trinta dias após a indução do diabetes com estreptozotocina (65mg/kg), em todos 
os animais foram criados defeitos ósseos em ambos os fêmures. Os animais dos grupos 
CH e DH, foram submetidos a sessões diárias de oxigenação hiperbárica, iniciadas 
imediatamente após o procedimento cirúrgico. Todos os animais foram sacrificados 7 
dias após a cirurgia, os fêmures foram removidos e submetidos aos processamentos 
espécificos para as análises histológicas.
3.2. Indução de Diabetes Mellitus (DM)
A indução do DM nos animais foi feita com administração de estreptozotocina 
(STZ) (Sigma Aldrich) por via intravenosa na dosagem de 65mg/kg de peso corporal, 
diluída em 2 ml de tampão citrato. Esta droga produz um efeito tóxico sobre as células 
pancreáticas, induzindo um modelo de diabetes mellitus tipo 1 (Delfino, 2002).
Após 24h de jejum, os animias foram anestesiados por via intraperitoneal 
utilizando 0,07ml/100g do relaxante muscular cloridrato de xilazina 2% e 0,1ml/100g do 
anestésico e analgésico cloridrato de quetamina 10%. Em seguida, a STZ foi 
administrada por via endovenosa através de punção da veia peniana. Os animais 
permaneceram acondicionados em caixas com maravalha em estantes climatizadas, 
com ração e água ad libitum. Após 24h da indução, para confirmação da hiperglicemia, 
coletou-se uma gota de sangue da cauda dos animais e a glicemia foi aferida em 
glicosímetro (Accu Check Active, Roche), Os animais que apresentaram glicemia maior 
que 200mg/dL foram considerados diabéticos. Após este período, aqueles que não
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atingiram a meta glicêmica foram sacrificados. Nos animais hiperglicêmicos foi 
administrado 1 UN de insulina NPH (Humulin N®, Lilly) por via subcutânea, em dias 
alternados, visando diminuir o risco de morte dos animais. A glicemia dos animais do 
grupo D e DH foram medidas após 24h, 15 dias, 30 dias e no dia da eutanásia.
Após 30 dias da indução do DM os animais foram submetidos a procedimento 
cirúrgico para confecção de defeito ósseo nos fêmures esquerdo e direito. Logo após a 
cirurgia foi iniciada a oxigenoterapia hiperbárica nos grupos CH e DH.
3.3. Procedimento cirúrgico
Os animais foram submetidos a anestesia por via intraperitoneal, como citado 
anteriormente no item 3.2. O acesso cirúrgico ao fêmur foi obtido por meio de incisão 
contínua longitudinal com 2cm de extensão. A musculatura foi divulsionada até a 
exposição do periósteo, que foi incisado e descolado ao longo da área óssea a ser 
operada. O fêmur foi dividido visualmente em três, sendo a região mediana, o local de 
eleição para a realização da lesão óssea. Nesta região foi realizado um defeito ósseo 
com broca esférica n° 8 sob irrigação abundante com solução fisiológica estéril de cloreto 
de sódio a 0,9%. A referência de profundidade da perfuração foi o rompimento da cortical 
óssea. A sutura foi realizada por planos com fio cirúrgico monofilamento nylon 4-0 (Fig. 
1). No período pós-operatório foi administrado paracetamol em gotas para analgesia (10 
gotas em 20 ml de água), durante quatro dias.
Figura 1: A- Incisão contínua na região coxofemoral do rato. B- Defeito ósseo realizado 
no fêmur do rato. C- Realização da sutura de pele na região coxofemural.
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3.4.Oxigenação Hiperbárica (OH)
Os animais receberam sessões de OH no interior de câmaras “multiplaces” 
experimentais Ecobar 400 (Ecotec Equipamentos e Sistemas Ltda®, Mogi das Cruzes, 
SP, Brasil). Inicialmente, houve um período de compressão 0.3ATA/min até atingir a 
pressão necessária para OH. A sessão teve duração de 90 minutos sob pressão de 2,5 
ATA (ATA = 1 atmosfera absoluta = 760mmHg). Em seguida, houve um período de 
descompressão a 0.3ATA/min. As sessões de OH foram diárias, iniciando logo após a 
finalização do procedimento cirúrgico, totalizando 7 sessões. (Fig. 2).
Figura 2: Imagem demonstrativa de sessão de oxigenoterapia hiperbárica
3.5. Obtenção dos espécimes
Os animais foram sacrificados 7 dias após a cirurgia, por meio de aprofundamento
anestésico e deslocamento cervical. Em seguida, foi realizada incisão longitudinal
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acompanhando a cicatriz cutânea existente e os fêmures foram removidos por 
desarticulação.
As epífeses dos fêmures foram removidas utilizando brocas 702 em alta rotação, 
sob irrigação com soro fisiológico e as diáfises foram fixadas em paraformaldeído 4% 
em Tampão Fosfato 0,1M, por 48 horas. Em seguida, as diáfises foram desmineralizadas 
em solução de EDTA a 4,13% pH 7,4 por cerca de 4 semanas. Após a desmineralização, 
as diáfises foram seccionadas ao meio, pararalelamente ao longo eixo e então 
processadas para inclusão em parafina, pela técnica convencional (Fig. 3). Ao final do 
processo obteve-se 4 blocos de cada animal, sendo 2 blocos da diáfise esquerda e 2 
blocos da diáfise direita.
Figura 3: Ilustração do processamento histológico dos fêmures. 1- Diáfise de fêmur 
coletado. 2- Fixação em solução de paraformoldeído 4%. 3- Desmineralização em 
solução de EDTA 4,13%. 4- Diáfise dividida em duas metades. 5- Espécimes em solução 
tampão fosfato 0,1M. 6- Inclusão em parafina. 7- Microtomia dos espécimes. 8- Lâmina
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com corte histológico corado em HE. 9- Microscópio utilizado para análise das lâminas 
histológica.
3.6. Análise histológica qualitativa e histomorfométrica
Para as análises, foram selecionadas 9 lâminas de cada bloco, sendo 3 coradas 
em Hematoxilina e Eosina (HE), 3 em Azul de toluidina (AT), e 3 em Tricrômico de Mallory 
(TM). Todos os cortes histológicos foram escaneadas com scanner Aperio AT Turbo 
(Copyright © 2013 Leica Biosystems Imaging, Inc. All Rights Reserved) no aumento de 
20x. As imagens histológicas digitalizadas foram visualizadas utilizando o programa de 
leitura de imagens Aperio ImageScope (Copyright © Aperio Tecnologiches, Inc. 2003­
2014. All Rights Reserved) e convertidas para TIFF, de forma a possibilitar a análise em 
outros softwares.
As imagens histológicas coradas em HE foram utilizadas para realização da 
análise qualitativa e quantitativa. Na análise qualitativa foi avaliado o processo de reparo, 
por meio de análise descritiva. Para análise quantitativa, utilizando-se ainda do software 
de imagens Aperio ImageScope, delimitou-se três quadrados na região da lesão com a 
ferramenta Rectangle Tool, e depois extraiu-se de cada região delimitada uma imagem 
em formato TIFF com uma área de 431x431 com a ferramenta Extract Imagem Region. 
Cada imagem foi aberta no programa Image-Pro Plus Version 4.5 e, antes de iniciar a 
análise propriamente dita da imagem em HE, foi realizada a calibração da Régua Image 
Pro (Fig. 4 a 7). A calibração foi feita da seguinte maneira:
1. Abriu-se a imagem da régua salva em 2,5mm
2. Measure
3. Calibration
4. Spatial
5. New (Dar um nome para a régua)
6. Unidade: millimeters
7. Pixels/Unit: Image
8. Medir a régua (régua inteira igual a 1mm)
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9. Unidade: 1 (se for régua inteira)
10. Unidade 1 mm vai ser igual a 25.6701~25.780107
Em seguida á calibração, foi gerada uma grade de pontos, da seguinte maneira:
1. Abriu-se sua imagem escaneada na mesma objetiva da régua selecionada
2. Process
3. Grid Mask
4. New
5. Grid: Selecionar Lines, Orthogonal e Spacing em 0.07x 0.07
6. Settings: Escolher a cor do grid (preta)
7. Save as (Abrir pasta dentro de C: IpWiN4/Grid e dar o nome para o grid criado)
Assim, obteve-se uma imagem gradeada com 144 pontos de interseção entre as linhas 
da grade. A contagem de pontos, foi realizada da seguinte maneira:
1. Measure
2. Manual Tag
3. Classes
* Nomearam-se as classes a serem contadas:
• Coágulo.
• Tecido de granulação
• Vasos sanguíneos.
• Matriz óssea.
• Outros.
4. View: Desmarcar “label”
5. Tag points
Essa análise quantificou a porcentagem de pontos que incidiram que sobre cada 
parâmetro definido na área de interesse .
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Figura 4: Ilustração da análise histológica quantitativa em HE. Delimitação dos três 
quadrados na região analisada.
A perio ImageScope v12.2.2.5015 - [4S7E2HE1.svs - ScanScope image] 
0  File Edit Image View Tools Window Help
0  X
-  B X
Figura 5: Ilustração da análise histológica quantitativa em HE. Extração da imagem.
21
' .6  Im age-Pro Plus - 01SH7D2HE12.tif (1/2)
File Edit A cqu ire  Enhance Process Measure M acro  W in d o w  Help
300. 406 241 245 232
Figura 6: Ilustração da análise histológica quantitativa em HE. Sobreposição da grade 
de pontos.
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Figura 7: Ilustração da análise histológica quantitativa em HE. Contagem dos pontos.
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Para análise da porcentagem de matriz óssea neorformada na região de 
interesse, foram utilizadas 12 imagens histológicas de cada animal coradas em 
Tricrômico de Mallory. As imagens digitalizadas foram submetidas ao software editor de 
imagens Adobe Photoshop CS6 (Adobe®, Adobe System Inc., San Jose, CA/EUA) para 
remoção do tecido mole. Em seguida, por meio do software gráfico HL Image 97 ++ 
(Western Vision Software, Utah/EUA), as imagens foram convertidas em imagens 
binárias e a região de interesse (ROI) foi delimitada por quatro linhas, estendendo-se das 
bordas da cortical óssea lesionada até a cortical oposta, por meio da ferramenta draw. A 
porcentagem de matriz óssea neoformada dentro da ROI foi calculada com a ferramenta 
measurement. (Fig. 8)
Barra = 2mm Barra = 300pm Barra = 300pm
Figura 8: A - Imagem histológica de corte longitudinal de diáfise de fêmur mostrando a 
cortical (C), medula óssea (M) e neoformação óssea (NO). B -  Imagem após a remoção 
do tecido mole. C -  Imagem binária da imagem com delimitação da região de interesse 
(ROI) do defeito ósseo (linha vermelha). Tricrômico de Mallory.
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Para a quantificação dos mastócitos, 12 lâminas histológicas de cada animal 
coradas com Azul de Toluidina foram selecionadas e analisadas com um microscópio 
óptico (Olympus BX 50, Shinjuku-ku, Tóquio, Japão) em 40x. Os mastócitos foram 
identificados pela sua característica de metacromasia, apresentando-se em coloração 
violeta. A contagem das células foi realizada utilizando método simples-cego de 
avaliação. Foram contados doze campos, correspondendo a área total da lesão e apenas 
os mastócitos presentes dentro da região de interesse.
3.7 Análise estatística
A análise estatística foi feita através do software SigmaPlot (SigmaPlot version 12.0 for 
Windows, Systat Software Inc., San Jose, CA, USA). Os resultados foram expressos em 
média ± desvio padrão. Foi utilizada análise de variância (Two Way ANOVA) para 
comparar as médias dos grupos e o Teste de Tukey para comparação entre grupos. As 
diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando p<0.05.
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4. Resultados
Os animais diabéticos apresentaram aumento no consumo de água e de 
alimentos. A glicemia plasmática ficou em torno de 300 a 520 mg / dL ao longo de todo 
o experimento (Tabela 1 e 2).
Tabela 1 - Valores de glicemia do grupo diabético, medidos após: 24h, 15 dias, 30 
dias e 37 dias após a indução
G L IC E M IA
2 4 H
G L IC E M IA  1 5  D IA S
G L IC E M IA  D IA  
D A  C IR U R G IA  
(3 0  D IA S )
G L IC E M IA  D IA  
D A  E U T A N Á S IA
C O N D IÇ Ã O
350 486 485 517 SEM OH
310 322 207 404 SEM OH
310 303 414 563 SEM OH
319 343 408 595 SEM OH
377 322 426 437 SEM OH
Tabela 2 - Valores da glicemia do grupo diabético com oxigenação hiperbárica, 
medidos medidos após: 24h, 15 dias, 30 dias e 37 dias após a indução
G L IC E M IA  2 4 H G L IC E M IA  1 5  D IA S
G L IC E M IA  D IA  
D A  C IR U R G IA  
(3 0  D IA S )
G L IC E M IA  D IA  
D A  E U T A N Á S IA
C O N D IÇ Ã O
322 393 468 323 COM OH
279 473 450 430 COM OH
332 523 388 370 COM OH
243 531 563 249 COM OH
392 569 535 238 COM OH
25
4.1. Análise histológica qualitativa
No grupo controle (C) observou-se tecido ósseo primário neoformado 
preenchendo quase completamente a região de interesse, ou seja, a área da cortical 
óssea rompida e região do canal medular próxima a essa. As trabéculas ósseas 
neoformadas estendiam-se da borda da cortical óssea rompida até a cortical íntegra 
oposta, interconectadas, delimitando pequenas cavidades preenchidas com medula 
óssea. As trabéculas ósseas mostraram-se mais espessas nas regiões mais próximas 
da tábua óssea oposta íntegra. Osteoblastos com morfologia compatível com células em 
intensa atividade de síntese proteica foram observados revestindo as trabéculas ósseas. 
Também foram observados muitos osteócitos incluídos na matriz recém produzida. 
Poucos osteoclastos foram observados associados à matriz óssea. Na área da lesão 
foram observados focos de hemorragia e, adjacente a esses, havia tecido ricamente 
celularizado e vascularizado (tecido de granulação) (Fig. 9 -  A,B,C).
No grupo controle com hiperbárica (CH), observou-se os mesmos aspectos 
morfológicos do grupo controle sem hiperbárica. Porém, no grupo CH observou-se 
trabéculas ósseas mais espessas, blastema ósseo mais desenvolvido, maior quantidade 
de osteoclastos associados à matriz recém formada, poucos focos de hemorragia e 
tecido de granulação mais organizado, comparado ao grupo C (Fig 9 -  D,E,F).
No grupo diabético (D), a região de interesse mostrou-se parcialmente preenchida 
por trabéculas ósseas neoformadas com aspectos morfológicos semelhantes ao grupo 
C. Porém, no grupo D observou-se extensas áreas de coágulo, menor quantidade de 
tecido de granulação, poucos osteoclastos e áreas de cartilagem associadas ao 
periósteo (Fig 9 -  G,H,I).
No grupo diabético com hiperbárica (DH), observou-se trabéculas ósseas 
neoformadas preenchendo parcialmente a região de interesse e aspectos morfológicos 
muito semelhantes ao grupo controle, com presença de área de coágulo e focos de 
hemorragia. Em relação ao grupo diabético sem hiperbárica, o grupo DH apresentou 
trabéculas ósseas mais espessas, e menos áreas de hemorragia na área da lesão (Fig 
9 -  J,K,L).
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Barra = 2mm Barra = 300miti Barra = 300pm
Figura 9: Imagem histológica de corte longitudinal de fêmur mostrando: cortical (C), 
medula óssea (M) e neoformação óssea (NO), trabécula óssea (TB), cartilagem (CT), 
tecido de granulação (TG), foco de hemorragia (FH). Hematoxilina e Eosina.
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4.2 Análise histomorfométrica
4.2.1 Análise histológica quantitativa em Hematoxilina e Eosina
Em relação ao parâmetro coágulo, o grupo CH (4,39 ± 0,87) apresentou menor 
porcentagem de região de coágulo, sendo significativamente menor que os grupos DH 
(16,93 ± 1,59) e C (20,47 ± 5,11) (Fig. 10).
*
35 ------------------------------------------------------------------------------
*
30 -------------------------------------------------------------------------
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C CH D DH
Figura 10: Porcentagem de região de coágulo nos grupos: controle (C), controle com 
oxigenação hiperbárica (CH), diabetes (D), diabetes com oxigenação hiperbárica (DH), 
7 dias após o procedimento cirúrgico.* p<0,05
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Em relação ao parâmetro tecido de granulação, o grupo CH (81,41 ± 17,64) 
apresentou menor porcentagem de tecido de granulação, sendo significativamente 
menor que o grupo C (116,77 ± 2,40).
O grupo DH (81,45 ± 26,80) apresentou menor porcentagem, sendo 
significativamente menor que o grupo D (125,38 ± 4,05) (Fig. 11).
Figura 11: Porcentagem de região de tecido de granulação nos grupos controle (C), 
controle com oxigenação hiperbárica (CH), diabetes (D), diabetes com oxigenação 
hiperbárica (DH) em 7 dias após o procedimento cirúrgico.* p<0,05
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Em relação ao parâmetro vaso sanguíneo, o grupo D (2,61 ± 0,70) apresentou 
menor porcentagem de vasos sanguíneos, sendo significativamente menor que os 
grupos C (12,70 ± 2,56) e DH (9,69 ± 2,23).
O grupo CH (16,31 ± 5,67) apresentou maior porcentagem de vasos sanguíneos, 
sendo significativamente maior que o grupo DH (9,69 ± 2,23) (Fig. 12).
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Figura 12: Porcentagem de vasos sanguíneos nos grupos controle (C), controle com 
oxigenação hiperbárica (CH), diabetes (D), diabetes com oxigenação hiperbárica (DH) 
em 7 dias após o procedimento cirúrgico.* p<0,05
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Em relação ao parâmetro matriz óssea, o grupo D (85,11 ± 8,36) apresentou 
menor porcentagem de matriz óssea, sendo significativamente menor que os grupos C 
(106,9 ± 3,36) e DH (106,07 ± 4,65).
O grupo CH (107,04 ± 10,33) apresentou maior porcentagem de matriz óssea, 
sendo significativamente maior que o grupo DH (106,07 ± 4,65) (Fig. 13)
*
C CH D DH
Figura 13: Porcentagem de matriz óssea nos grupos controle (C), controle com 
oxigenação hiperbárica (CH), diabetes (D), diabetes com oxigenação hiperbárica (DH) 
em 7 dias após o procedimento cirúrgico.* p<0,05
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4.2.2 Análise histológica quantitativa em Tricrômico de Mallory
O grupo D (14,70 ± 3,70) apresentou a menor porcentagem de matriz óssea 
neoformada, sendo significativamente menor que os grupos C (24,12 ± 2,40) e DH (22,02 
± 3,60).
O grupo DH (22,02 ± 3,60) apresentou porcentagem de matriz significativamente 
maior que o grupo D. Não houve diferença significativa de porcentagem de matriz óssea 
neoformada entre os grupos C e CH, C e DH, CH e D, CH e DH (Fig. 14).
★
30 I- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
C CH D DH
Figura 14: Porcentagem de neoformação de matriz óssea nos grupos controle (C), 
controle com oxigenação hiperbárica (CH), diabetes (D), diabetes com oxigenação 
hiperbárica (DH) em 7 dias após o procedimento cirúrgico.* p<0,05
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4.2.3 Análise histológica quantitativa em Azul de Toluidina (Contagem de mastócitos)
Os mastócitos apresentaram-se como células globosas, de citoplasma 
metacromático, com granulações citoplasmáticas evidentes, localizados entre as células 
presentes na área da lesão (Fig. 15 e 16)
Figura 15: Imagem histológica de corte longitudinal de fêmur mostrando a cortical (C), 
medula óssea (M) e neoformação óssea (NO). Azul de toluidina.
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Figura 16: Imagem histológica de corte longitudinal de fêmur mostrando a cortical (C), 
medula óssea (M) e neoformação óssea (NO). Detalhe da região da lesão evidenciando 
os mastócitos (setas). Azul de toluidina.
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O grupo CH (180,50 ± 45,25) apresentou quantidade de mastócitos 
significativamente maior que os grupos C (34,41 ± 9,16) e DH (42,16 ± 25,93). (Fig. 
17).
Figura 17: Quantidade de mastócitos nos grupos controle (C), controle com 
oxigenação hiperbárica (CH), diabetes (D), diabetes com oxigenação hiperbárica 
(DH) em 7 dias após o procedimento cirúrgico. .* p<0,05
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5. Discussão
O presente estudo avaliou o efeito da oxigenação hiperbárica (OH) na população 
de mastócitos e no reparo ósseo em animais saudáveis e diabéticos. A hipótese do 
estudo foi confirmada, pois a OH melhorou o reparo ósseo em animais diabéticos. 
As análises histológicas qualitativa e quantitativa mostraram que o DM atrasa o 
reparo e a OH melhora o reparo ósseo em diabéticos.
Nesse estudo, a indução da DM foi feita através da administração de 
estreptozotocina (STZ) por via intravenosa. Esta droga produz um efeito tóxico sobre 
as células pancreáticas, induzindo um modelo de diabetes mellitus tipo 1 (Delfino, 
2002). A diabetes tipo 1 é mais semelhante ao diabetes humano, pois as células p 
produtoras de insulina no pâncreas ainda têm certo grau de função (Prabowo et al., 
2014). A via intravenosa e a droga de escolha, são atualmente a combinação que 
replicam a diabetes tipo 1, de modo mais estável e próximo da doença, com baixas 
taxa de reversão e mortalidade (Deeds et al., 2011).
A análise histológica qualitativa e quantitativa mostrou que o grupo diabético 
apresentou maior quantidade de coágulo, trabéculas mais espessas; maior 
quantidade de tecido de granulação, menor quantidade de vasos sanguíneos e de 
matriz óssea neoformada. Esses achados estão relacionados ao fato do DM 
prolongar a fase inflamamatória, (Al-Watban et al., 2006) e também prejudicar a 
formação e função de osteoblastos e osteoclastos (Antonopoulou et al.,2013), 
atrasando todo o processo de reparo ósseo.
A análises histológicas mostraram também que a OH melhorou o processo de 
reparo ósseo em diabéticos, uma vez que os resultados nesse grupo foram 
semelhantes aos do grupo controle. Provavelmente, porque em diabéticos, a OH 
reduza a hiperglicemia (Prabowo et al., 2014), além de aumentar a quantidade de 
oxigênio dissolvido no sangue e promover angiogênese no tecido lesado. Assim, a 
OH aumenta a quantidade de oxigênio e de nutrientes entregues ao ferimento, o que 
acelera o processo de reparo (Jan et al.,2009; Rocha et al, 2015). A OH aproximou 
o grupo diabético da condição dos animais do grupo normoglicêmicos. Alguns 
estudos demonstraram que a oxigenoterapia hiperbárica controla a permeabilidade 
vascular, diminui o edema tecidual e reduz danos inflamatórios, tendo resultados 
positivos na neoformação óssea (Jan et al., 2009). A OH também é capaz de
neutralizar os efeitos negativos causados pela hiperglicemia e isquemia em
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diabéticos na deposição do colágeno, aproximando os diabéticos à condição dos 
normoglicêmicos e permitindo a deposição de colágeno de forma adequada nos 
estágios inicias do reparo (André-Lévigne et al., 2016). Esse efeito está associado a 
aumento de diferenciação osteoblástica e redução de osteoclastos, sendo 
importante na regeneração óssea (Rocha et al.,2015). Esse fato pode justificar a 
melhora do reparo ósseo observado no grupo diabético com OH do presente estudo.
A oxigenoterapia hiperbárica também regula positivamente os níveis de mRNA, 
de Wnt3a, (3-catenina, e Runx2, aumentando a diferenciação osteogênica das células 
estromais da medula óssea (BMSC), bem como seu efeito sobre a via de sinalização 
Wnt3a/p-catenin (Lin et al., 2013). Como o DM compromete o metabolismo e o reparo 
ósseos os efeitos positivos da OH, principalmente nos períodos iniciais do reparo 
(Rocha et al, 2015), podem ter contribuído com a melhora do reparo no grupo 
diabético.
No presente estudo, observou-se aumento de mastócitos nos grupos OH, o que 
sugere que a oxigenoterapia hiperbárica tem algum efeito na população de 
mastócitos. A participação dos mastócitos no processo de reparo ósseo não está 
esclarecida, porém, sabe-se que na ausência de mastócitos o reparo é mais lento e 
de pior qualidade, resultando em diminuição da força biomecânica e na densidade 
do tecido ósseo (Behrends et al., 2014).
Os mastócitos participam ativamente de todas as fases de reparação de feridas, 
desde a inflamação, formação do tecido de granulação e da matriz, até a 
remodelação, atuando sobre a angiogênese, a permeabilidade vascular e a formação 
de colágeno (Schaffer F et al.,1995; Babaei et al., 2016). Eles possuem ação 
biológica decisiva nos mecanismos de lesão tecidual e defesa imunológica. Os 
estudos indicam que os mastócitos têm um impacto positivo na reparação óssea 
(Ramirez-GarciaLuna JL et al., 2017). É provável que o aumento da vascularização 
e permeabilidade vascular tenha favorecido o aumento de mastócito em 
normoglicêmicos, porém esses fatores não foram suficientes para alterar a 
população de mastócitos em diabéticos.
No presente estudo a HBO foi capaz de aumentar a quantidade de mastócitos em 
animais normoglicêmicos e acelerar o reparo ósseo em animais diabéticos. Isso 
sugere que a HBO pode interferir na atividade mastocitária e esse fato pode ter 
alguma participação na melhora do processo de reparo.
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6. Conclusão
A oxigenação hiperbárica melhora o reparo ósseo em animais diabéticos e aumenta 
a quantidade de mastócitos em animais normoglicêmicos.
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